Antibiotika-Resistenzgene als Marker in gentechnisch veränderten Pflanzen - Gefahr durch horizontalen Gentransfer? by Smalla, Kornelia et al.
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd., 52 (3), S. 62-68, 2000, ISSN 0027-7479. 
© Eugen Ulmer GmbH & Co., Stuttgart 
Biologische Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft, Institut für Pflanzenvirologie, Mikrobiologie und biologische 
Sicherheit, Braunschweig 
Antibiotika-Resistenzgene als Marker in gentechnisch 
veränderten Pflanzen - Gefahr durch horizontalen Gentransfer? 
Antibiotic resistance genes as markers in transgenic plants - risk of horizontal gene transfer? 
Von Kornelia Smalla, Frank Gebhard und Holger Heuer 
Zusammenfassung 
Nach wie vor werden Antibiotika-Resistenzgene als Marker in 
gentechnisch veränderten Pflanzen genutzt. Die Wahrscheinlich-
keit eines horizontalen Gentransfers von Antibiotika-Resistenz-
genen aus Pflanzen-DNA auf Bakterien und mögliche Auswir-
kungen eines solchen Transfers auf die Verbreitung von Antibio-
tika-Resistenzen werden im Kontext mit der bestehenden Resis-
tenzproblematik bewertet. Um den Leser in diese Problematik 
einzuführen, wird ein kurzer Überblick über Vorkommen und 
Verbreitung bakterieller Antibiotika-Resistenzgene gegeben. 
Natürliche Transformation wird als der wahrscheinlichste Me-
chanismus für einen Transfer von Pflanzen-DNA auf Bakterien 
angenommen. Angesichts des häufigen Vorkommens von Anti-
biotika-Resistenzgenen in bakteriellen Populationen und der 
sehr niedrigen Frequenzen eines in situ bislang nicht nachgewie-
senen Gentransfers von Pflanzen-DNA auf Bakterien ist es un-
wahrscheinlich, dass Antibiotika-Resistenzgene in gentechnisch 
veränderten Pflanzen zu einer zusätzlichen Verbreitung dieser 
Gene in Bakterienpopulationen führen. Die öffentliche Debatte 
über mögliche Risiken von Antibiotika-Resistenzmarkern in 
gentechnisch veränderten Pflanzen lenkt somit von den eigentli-
chen Ursachen der Antibiotika-Resistenz ab. Denn der Schlüssel 
zur Lösung des Antibiotika-Resistenzproblems liegt in der dras-
tischen Reduktion des bestehenden Selektionsdrucks durch ei-
nen verantwortungsbewussten Umgang mit Antibiotika. 
Stichwörter: Bakterielle Antibiotika-Resistenz, gentechnisch 
veränderte Pflanzen, Antibiotika-Resistenzmarker, horizontaler 
Gentransfer 
Abstract 
Antibiotic resistance genes are still frequently used as markers in 
genetically modified plants. The likelihood for horizontal gene 
transfer of antibiotic resistance genes from plant DNA to bacte-
ria to occur and the potential impact of such a putative transfer 
event is assessed in context with the existing problem of bacte-
rial antibiotic resistance. To introduce the problem to the reader, 
prevalence and dissemination of bacterial resistance to antibio-
tics, and most important the selective forces are b1iefly ad-
dressed. If transfer of plant-derived DNA to bacteria were to oc-
cur, natural transformation is deemed the most likely mechanism 
by which transfer would occur. Given the fact that antibiotic re-
sistance genes are already widespread in bacterial populations 
and of extremely low frequencies of a horizontal gene transfer 
event from transgenic plants to bacteria which has not yet been 
detected under field conditions, it is unlikely that antibiotic 
resistance genes in genetically modified plants will contribute 
significantly to the spread of antibiotic resistance in bacterial po-
pulations. The public debate about antibiotic resistance genes in 
transgenic plants should not diverge the attention from the real 
causes of resistance to antibiotics. The control of the antibiotic 
resistance problem lies in a reduction of the selective pressure by 
prudent use of antibiotics. 
Key words: Bacterial antibiotic resistance, genetically modi-
fied plants, antibiotic resistance markers, horizontal gene trans-
fer 
1 Antibiotika-Resistenzgene als Marker in 
gentechnisch veränderten Pflanzen 
Die in gentechnisch veränderte Pflanzen (GVP) eingeführten 
neuen Gene sind häufig mit bakteriellen Antibiotika-Resistenz-
genen verknüpft, die zur Selektion seltener Transformationser-
eignisse bei der Herstellung von transformierten Pflanzen not-
wendig sind. Bisher sind diese Markergene in den GVP verblie-
ben, obwohl sie für die gewünschte gentechnische Veränderung 
nicht notwendig sind. Das Risiko, dass solcheAntibiotika-Resis-
tenzgene durch einen horizontalen Gentransfer zurück in Bakte-
rien gelangen könnten, ist gegenwärtig häufig ein Grund für die 
ablehnende Haltung von Verbrauchern gegenüber GVP und ist 
nicht selten Gegenstand unsachlicher und emotionaler Diskus-
sionen. 
Bei der Sicherheitsbewertung von Antibiotika-Resistenzmar-
kern in GVP werden insbesondere die Verbreitung der entspre-
chenden Antibiotika-Resistenzgene in Bakterien verschiedener 
Umweltkompartimente, die therapeutische Bedeutung des Anti-
biotikums sowie ein möglicher Selektionsvorteil in Betracht ge-
zogen. Ein horizontaler Gentransfer von Antibiotika-Resistenz-
genen in GVP auf Bakterien kann nicht ausgeschlossen werden, 
wenn auch von sehr seltenen Ereignissen ausgegangen wird. Für 
die Bewertung eines derartigen seltenen Gentransfer-Ereignisses 
ist letztendlich entscheidend, ob ein solcher Transfer zur Ver-
schärfung der bestehenden Resistenzsituation beitragen könnte. 
Bislang gab es keinen experimentellen Nachweis dafür, dass ein 
solcher Transfer unter in situ-Bedingungen überhaupt möglich 
ist. Die Zunahme bakterieller Antibiotika-Resistenzen stellt in 
der Tat eine Bedrohung der Volksgesundheit dar, deren Ursachen 
jedoch nicht bei der Gentechnik liegen. Die Diskussion der 
Frage, ob die Verwendung von Antibiotika-Resistenzgenen in 
GVP die bestehenden Probleme durch Antibiotika-resistente 
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Bakterien verschärfen könnte, erfordert daher eine kurze Dar-
stellung der Problematik der bakteriellen Antibiotika-Resistenz. 
In diesem Beitrag möchten wir zunächst darauf eingehen, wel-
che Strategien Bakterien haben, sich der Wirkung von Antibio-
tika zu entziehen, woher diese Resistenzgene kommen und 
warum sich Antibiotika-resistente Bakterien derart erfolgreich 
etablieren konnten. Anschließend soll die Frage, ob eine Über-
tragung von Markergenen in GVP auf Bakterien überhaupt mög-
lich ist, und wenn ja, auf welchem Mechanismus sie basiert, an-
hand von experimentellen Daten diskutiert und bewertet werden. 
1. 1 Welche Antibiotika-Resistenzgene werden als Marker 
in gentechnisch veränderten Pflanzen genutzt? 
Der in GVP am häufigsten verwendete Antibiotika-Resistenz-
marker ist das 11p1II-Resistenzgen. Das 11p1II-Gen, das für eine 
Aminoglykosid-Phosphotransferase, APH(3 ')-II, kodiert und 
eine Resistenz gegen Kanamycin und Neomycin vermittelt, ist in 
17 von 28 in Verkehr gebrachten gentechnisch veränderten 
Pflanzen (Mais, Raps, Soja, Papaya, Kartoffel , Tomate, Kürbis 
und Chicoree) als Markergen enthalten. Um das Expressionsni-
veau der Antibiotika-Resistenzgene in Pflanzen zu erhöhen, wer-
den diese mit klassischen Pflanzen-Expressionspromotoren wie 
dem Nopalinsynthase-Promotor (NOS) oder dem 35S-Promotor 
des Blumenkohlmosaik-Virus fusioniert. Das 11p1II-Gen ist bei 
16 in Verkehr gebrachten Pflanzen mit einem eukaryontischen 
Promotor verknüpft, so dass eine Expression des Enzyms 
APH(3')-II, das durch Modifikation von Kanamycin oder 
Neomycin zur Resistenz führt, in den Pflanzen erwartet werden 
kann. Neben dem 11ptll-Gen ist das Ampicillin-Resistenzgen bla 
(zum Teil in modifizierter Form) in gentechnisch veränderten 
Mais-, Raps- und Sojapflanzen, das Streptomycin-Resistenzgen 
aadA in Baumwolle und Kartoffel sowie das Tetracyclin-Resis-
tenzgen tet bei Papaya vorhanden. Sind die Antibiotika-Resis-
tenzgene mit einem bakteriellen Promotor verknüpft, wird eine 
Expression der Antibiotika-modifizierenden Enzyme in der 
Pflanze nicht erwartet. Solche Resistenzgene sind oft Teil der 
verwendeten Plasmidvektoren und können für die Selektion von 
transformierten Pflanzen nicht genutzt werden . 
2 Die Problematik der bakteriellen Resistenz 
2. 1 Welche Mechanismen nutzen Bakterien, um sich der 
Wirkung von Antibiotika zu entziehen? 
Der Einsatz von Penicillin zur Behandlung von Infektionen, die 
durch grampositive Bakterien verursacht werden, zu Beginn der 
40er Jahre kennzeichnet den Beginn der Antibiotika-Ära. Bereits 
kurz nach der Einführung des Penicillins wurden resistente Bak-
terienstämme beobachtet. Zunächst war man davon ausgegan-
gen, dass es durch Mutationen der Erbsubstanz zu Veränderun-
gen der Empfindlichkeit von Bakterien gegenüber entsprech;;;1-
den Antibiotika kommen könnte. Die Anpassungsfähigkeit von 
Bakterien wurde zunächst deutlich unterschätzt. 
Bakterien nutzen verschiedene Strategien, um sich der Wirkung 
von Antibiotika zu entziehen, wie z.B.: 
• Inaktivierung des Antibiotikums durch enzymatische Modifi-
zierung (Phosphorylierung, Acetylierung und Adenylierung 
z.B. bei Aminoglykosid-Antibiotika oder hydrolytische Spal-
tung des ß-Lactamrings) 
• Veränderung des Bindungsortes des Antibiotikums (durch Mu-
tation oder z. B. Methylierung des ribosomalen Bindungsorts) 
• Efflux-Mechanismen 
• veränderte Zellpermeabilität. 
Zum Ursprung von Antibiotika-Resistenzgenen gibt es derzeit 
vor allem zwei Hypothesen. Zum einen gibt es aus Sequenzver-
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gleichen einige Hinweise darauf, dass einige Antibiotika-Resis-
tenzgene aus Antibiotika-produzierenden Bakterien stammen 
könnten. Nicht nur Streptomyceten und Pilze produzieren Anti -
biotika, sondern auch Rhizobakterien wie z. B. Envinia caroto-
vora, Pseudomonas aureofaciens oder Stenotrophomonas malto-
philia. Antibiotika-produzierende Bakterien benötigen Resis-
tenzgene zum Selbstschutz vor den durch sie produzierten Anti-
biotika (DAVIES, 1994). 
Zum anderen gibt es Beispiele dafür, dass Antibiotika-Resis-
tenzgene auf Gene zurückzuführen sind, die für Enzyme des 
Zellmetabolismus kodieren (P!EPERSBERG, 1988; SHAW et al., 
1993). 
Mobile genetische Elemente wie Plasmide und konjugative 
Transposons, die Antibiotika-Resistenzgene tragen, haben we-
sentlich zur raschen Verbreitung bakterieller Antibiotika-Resis-
tenzen beigetragen (LEVY, 1992; TSCHÄPE, 1994; DAVIES, 1999). 
Interessanterweise ergab die Analyse von Plasmiden, die aus 
Krankenhausisolaten (Enterobacteriaceae) der Vor-Antibiotika-
Ära isoliert wurden, dass diese Plasmide im Wesentlichen den 
heute verbreiteten Plasmidgruppen in Enterobakterien entspra-
chen, jedoch keine Antibiotika-Resistenzgene trugen (JONES und 
STANLEY, 1992). Heute sind Plasmide, die Resistenzen gegen 
eine Vielzahl von Antibiotika vermitteln, weit verbreitet. Auf 
welche Weise Transposons häufig eine Vielzahl von unter-
schiedlichen Antibiotika-Resistenzgenen erwerben, wurde erst 
durch die Entdeckung der Genkassetten und Integrons klar. Gen-
kassetten bestehen lediglich aus einemAntibiotika-Resistenzgen 
und einem 59-Basenpaar-Element. Unter der Wirkung einer In-
tegron-kodierten Integrase können Genkassetten über ein spezi-
fisches Rekombinationsereignis durch das Integron aufgenom-
men werden oder in andere Stellen im Genom (sog. „secondary 
sites") integrieren (RECCHIA und HALL, 1995; HALL, 1997). Inte-
grons können so eine Vielzahl von Antibiotika-Resistenzgenen 
ansammeln, die mit Hilfe von Plasrniden zwischen Bakterien der 
gleichen Art oder über Artgrenzen hinweg mit zum Teil hohen 
Raten ausgetauscht werden können . 
2.2 Welche Faktoren beeinflussen die Verbreitung von 
Antibiotika-Resistenzgenen? 
Die Einführung von Antibiotika zur Behandlung von bakteriel-
len Infektionen war zweifellos einer der durchschlagenden Er-
folge der modernen Medizin. Während es in den 30er Jahren für 
bakterielle Infektionen wie Lungen-, Hirnhautentzündung, 
Syphilis, Tuberkulose, Typhus oder Wundinfektionen kaum Be-
handlungsmöglichkeiten gab, nahm die Bedrohung der Mensch-
heit durch bakterielle Erkrankungen mit der Entdeckung und An-
wendung immer neuer Antibiotika seit den 40er Jahren ständig 
ab (DAVIES, 1999). Antibiotika wurden jedoch nicht nur zu the-
rapeutischen Zwecken, sondern auch in der industriellen Tier-
haltung zu prophylaktischen Zwecken und als wachstumsför-
dernde Futtermittelzusätze sowie zur Bekämpfung bakterieller 
Pflanzenschädlinge verwendet. Oft wurden die gleichen Anti-
biotika für Mensch, Tier und unter Umständen auch Pflanzen 
eingesetzt. In den zurückliegenden fünf Jahrzehnten hat der stei-
gende Gebrauch von Antibiotika zu einem in der Evolution bei-
spiellosen Selektionsdruck geführt (LEVY, 1992, 1997). Tabelle l 
(zitiert in WrsE et al., 1998) gibt einen Überblick, wo und in wel-
chem Umfang Antibiotika durch den Menschen genutzt werden, 
und macht deutlich, dass der Einsatz von Antibiotika häufig frag-
würdig ist. Mitjedem Jahr wurden 4-5 % mehr Antibiotika ent-
wickelt, produziert und genutzt (LEVY, 1997). Die Anwendung 
von Antibiotika hat die Zahl empfindlicher Bakterien reduziert 
und zu einer Vermehrung Antibiotika-resistenter Bakterien ge-
führt. Mehrfachantibiotika-resistente Bakterien sind heute weit 
verbreitet. Antibiotika-resistente Bakterien sind die „überleben-
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Tab. 1. Nutzung von Antibiotika 
Wo werden Antibiotika 
genutzt? 
Anwendung beim 
Menschen 50 % 
landwirtschaftliche 
Anwendung 50 % 
Art der Nutzung 
20 %: Krankenhaus 
80 %: außerhalb des 
Krankenhauses 
20 %: therapeutische 
Anwendung 
80 %: Prophylaxe/ 
Wachstumsförderer 
Fragwürdige 
Nutzung 
20-50% 
40-80% 
den" des Antibiotika-Selektionsdrucks der vergangenen Jahr-
zehnte. Antibiotika wirken generell nicht gegen eine bestimmte 
Bakterienart, sondern gegen die bakterielle Gemeinschaft. Die 
Anwendung von Antibiotika hat häufig eine Störung der natürli-
chen mikrobiellen Ökologie zur Folge. Die Verschiebung mikro-
bieller Gemeinschaften e1folgt zugunsten von Populationen, die 
intrinsische oder erworbene Resistenzen gegen die angewende-
ten Antibiotika haben. Die Reversibilität eines solchen Selek-
und Faktoren, die Genaustauschprozesse insbesondere im Boden 
und im Bereich der Rhizosphäre beeinflussen, ermöglicht. Die 
molekulare Analyse von Resistenzgenen und Plasmiden er-
brachte in verschiedenen Studien Hinweise darauf, dass eine Zir-
kulation von Resistenzgenen und mobilen genetischen Elemen-
ten zwischen den verschiedenen Habitaten stattfindet (s. Abb. 1.) 
(TSCHÄPE, 1994; GöTZ et al., 1996; WITTE, 1997; LEVY, 1997). 
Eine Quelle Antibiotika-resistenter Bakterien können auch nicht 
erhitzte Lebensmittel sein. In einer Studie von COPET (l 988) 
konnte gezeigt werden, dass der Anteil Tetracyclin-resistenter 
Bakterien hoch war, wenn normale, nicht sterilisierte Lebens-
mittel verzehrt wurden, hingegen stark abnahm, wenn sterili-
sierte Lebensmittel über einen Zeitraum von 17 Tagen verab-
reicht wurden (s. Tab. 2). 
Tab. 2. Log KBE (Koloniebildende Einheiten) der Gesamt- und 
der Tetracyclin-resistenten Laktose-fermentierenden Enterobak-
terien 
Gesamt KBE 
Kontroll-Diät 
Tel' KBE Gesamt KBE Tel' KBE 
Kontroll-Diät Sterile Diät Sterile Diät 
tionsprozesses hängt maßgeblich von der Menge des angewen- 7,4 ± 0,7 
deten Antibiotikums, der Anzahl behandelter Individuen, der An-
5,2 ± 1,3 6,9±1,0 2,5 ± 1,4 
wendungsdauer und der Größe des betroffenen Gebiets ab. 
Die entscheidenden Faktoren für die Verbreitung von Antibio-
tika-Resistenzen sind das Antibiotikum selbst und die vorhande-
nen Resistenz-Determinanten. Neben dem Antibiotika-Selekti-
onsdruck beeinflussen Nährstoffverfügbarkeit, mikrobielle Kon-
kurrenten und die Plasmidspezies selbst den Transfer und die 
Etablierung von Antibiotika-Resistenzplasrniden in Umweltha-
bitaten (KRASOVSKY und STOTZKY, 1987; VAN ELSAS et al., 1988, 
1989; STOTZKY et al., 1991; SMlT et al., 1992; PUKALL et al., 1996; 
GöTZ und SMALLA, 1997). 
2.3 Prävalenz von Antibiotika-Resistenzgenen in 
Umweltbakterien 
Die Kenntnisse über die Prävalenz von Antibiotika-Resistenzge-
nen und Plasmiden in Umweltbakterien und ihre Zirkulation zwi-
schen verschiedenen Umweltkompartimenten waren zu Beginn 
der 90er Jahre ausgesprochen lückenhaft. Bisherige Studien 
waren meist auf Klinikisolate bzw. einige Bakteriengruppen wie 
die Enterobakterien, Enterokokken oder Staphylokokken be-
schränkt. Durch traditionelle Untersuchungsverfahren wurden 
zudem nur Bakterien erfasst, die unter den verwendeten Kulti-
vierungsbedingungen isoliert werden konnten. Die Entwicklung 
und Anwendung molekularer Analysemethoden, insbesondere 
von Verfahren, die unabhängig von der Kultivierbarkeit der Bak-
terien Untersuchungen der Prävalenz von Antibiotika-Resistenz-
genen und Plasmiden erlauben, hat in den letzten Jahren neue Er-
kenntnisse über bakterielle Antibiotika-Resistenzgene, Plasmide 
Tierische Lebensmittel Pflanzliche Lebensmittel 
Mögliche Verbreitungswege bakterieller Antibiotika-Resistenzgene 
Die Prävalenz des bislang am häufigsten verwendeten Anti-
biotika-Resistenzmarkers in GVP, des Neomycinphosphotrans-
ferase (nptII)-Gens, wurde mit Hilfe von molekularen Analysen 
in Bakterienisolaten und in DNA, die direkt aus den Umwelt-
proben isoliert wurde, untersucht (SMALLA et al., l 993b ). Die Er-
gebnisse sollen hier noch einmal kurz zusammengefasst werden: 
Vorkommen von npt//-Resistenzgenen in Bakterien 
verschiedener Umwelthabitate 
Das nptII-Gen wurde ursprünglich auf dem Tn5 entdeckt, einem 
zusammengesetzten Transposon, das aus einer zentralen Region 
von 2,7 kb besteht, die von 1,5 kb großen ,,inverted repeats", den 
sogenannten IS50, flankiert wird (BECK et al., 1982; BERG und 
BERG, 1983). Trotz der Bedeutung des nptII-Gens als Markergen 
gab es über sein Vorkommen in Bakterien verschiedener Um-
welthabitate kaum Informationen. In einem Screening-Pro-
gramm wurde der Anteil Kanamycin(Km)-resistenter Bakterien 
in der Gesamtpopulation verschiedener Umweltproben (Abwas-
ser, Flusswasser, Schweinegülle, Boden) bestimmt. Die Isolate 
wurden mit einer DNA-Sonde bzw. der PCR auf das Vorliegen 
des nptII-Gens untersucht (Slv!ALLA et al., l 993b). Der höchste 
Anteil Km-resistenter Bakterien wurde mit 39 % in einer 
Schweinegülleprobe aus den Niederlanden nachgewiesen, der 
Anteil Km-resistenter Bakterien an der Gesamt-Bakterienpopu-
lation lag für verschiedene Böden bei 0,001~5 ,0% (SMALLA et 
al., l 993b ). Die meisten Km-resistenten Bakterien, in denen das 
nptII-Gen über PCR und DNA-Hybridisierung nachgewiesen 
werden konnte, wurden aus dem Abwasser isoliert. In Boden-
bakterien mit Km-Resistenzphänotyp konnte das nptII-Gen nicht 
nachgewiesen werden. Basierend auf den Hybridisierungs- und 
PCR-Daten war der Km-Resistenzphänotyp bei Enterobacteria-
ceae relativ häufig mit dem Vorkommen des nptII-Gens korre-
liert. So trugen fast 50 % der Km-resistenten Enterobacteriaceae 
aus dem Abwasser das nptII-Gen, während es in Km-resistenten 
Pseudomonas- und Xanthomonas-Isolaten nur sehr selten detek-
tiert wurde. Eine Lokalisation der 11ptII-homologen Sequenzen 
auf dem Transposon Tn5 konnte nur für 3 Abwasserisolate nach-
gewiesen werden. Über ein ähnlich seltenes Vorkommen des 
Transposons Tn5 berichten LEFF et al. (1993 ). Von 184 unter-
suchten Km-resistenten Isolaten aus Flusswasser wiesen ledig-
lich 3 lsolate das Transposon Tn5 auf. Obwohl der Km-Resis-
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tenzphänotyp in allen untersuchten Umweltproben verbreitet 
war, ble ibt festzuhalten, dass diese Resistenz insbesondere bei 
Pseudolllonas- und Xanthomonas-lsolaten selten durch das 
11ptII-Gen kodiert wurde. Da Km-Resistenz in Bakterien durch 
verschiedene das Antibiotikum phosphorylierende, acetylie-
rende und adenylierende Enzyme vermittelt werden kann, ist die-
ses Ergebnis jedoch nicht überraschend (SHAW et al., 1993). Um 
auch Aussagen über das Vorkommen des nptll-Gens unabhängig 
von der Kultivierbarkeit des Wirtsbakteriums zu gewinnen, wur-
den DNA-Proben, die direkt aus den verschiedenen Umweltpro-
ben extrahiert wurden (SMALLA et al. , l 993a; SMALLA und VAN 
ELSAS, 1995), mit Hilfe von Primern, die im Strukturgen des 
nptll-Gens binden, in der PCR amplifiziert. 
Überraschenderweise konnte das nptlI-Gen nicht nur in der 
aus Abwasser, Gülle und Flusswasser extrahierten DNA nachge-
wiesen werden, sondern auch in drei von sechs Bodenproben. 
Wurden jedoch Tn5-spezifische Primer genutzt, konnten keine 
Amplifikationsprodukte gewonnen werden. Auch andere Ar-
beitsgruppen konnten das Transposon Tn5 nicht im Boden nach-
weisen (SELENSKA und KLINGMÜLLER, 1991; PILLAI et al„ 1991). 
Die Untersuchung von Km-resistenten lsolaten wie auch der di-
rekt extrahierten DNA zeigte, dass nptfl-homologe Sequenzen 
auch außerhalb des Transposons Tn5 vorkommen. Inwieweit das 
in Boden-DNA nachgewiesene 11p1If-Gen in Bakterien lokalisiert 
ist, die nicht kultivierbar sind, oder in Bakterien, die zwar kulti-
vierbar sind, aber auf Grund ihres niedrigen Anteils an der Ge-
samtpopulation Km-resistenter Bakterien nicht isoliert wurden, 
bleibt ungeklärt. 
3 Können Bakterien durch DNA gentechnisch ver-
änderter Pflanzen transformiert werden? 
Die natürliche Transformation wird als wahrscheinlichster Me-
chanismus für einen horizontalen Gentransfer von Pflanzen-
DNA auf Bakterien angenommen. Bei der natürlichen Transfor-
mation wird freie DNA von kompetenten Bakterien in einzel-
strängiger Form aufgenommen. Entscheidend für einen erfolg-
reichen Gentransfer ist jedoch die stabile Replikation im Wirts-
bakterium, die durch Integration der aufgenommenen DNA ins 
bakterielle Genom, z.B. durch homologe Rekombination, er-
möglicht werden kann. Voraussetzung für das Auftreten von 
Transformationsereignissen im Boden, in der Rhizosphäre, im 
Speichel oder in der Darmflora ist das gleichzeitige Vorhanden-
sein ausreichender Mengen freier DNA und kompetenter Bakte-
rien, die in der Lage sind, heterologe DNA aufzunehmen und sta-
bil zu integrieren (WIDMER et al. , 1997; BERTOLLA et al. , 1997; 
GEBHARD und SMALLA, 1998; N!ELSEN et al„ 1998). 
Faktoren, die die Verbleibdauer freier DNA im Boden und die 
Ausbildung der Kompetenz zur Aufnahme freier DNA bei au-
tochthonen boden- oder pflanzenassoziierten Bakterien beein-
flussen, sind für Untersuchungen zum horizontalen Gentransfer 
von DNA aus GVP auf Bakterien von besonderer Bedeutung und 
sollen daher im folgenden diskutiert werden. 
3. 1 Persistenz freier DNA im Boden 
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen haben gezeigt, 
dass trotz des ubiquitären Vorhandenseins extrazellulärer DNa-
sen hochmolekulare freie DNA in verschiedenen Umweltkom-
partimenten nachweisbar ist. Es wird angenommen, dass DNA, 
die z. B. von Mikroorganismen oder Pflanzen freigesetzt wird, 
autochthonen Bakterien als Nährstoffquelle, aber auch als Re-
servoir genetischer Informationen dienen kann. Verschiedene 
abiotische und biotische Faktoren beeinflussen die Verbleibdauer 
freier DNA im Boden (AARDEMA et al., 1983; LORENZ und 
WACKERNAGEL, 1987; KHANNA und STOTZKY, 1992; GALLORI et 
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al., 1994 ). Insbesondere die Art und der Anteil verschiedener 
Tonmineralien bestimmen, welche Mengen an DNA adsorbiert 
und so vor dem nukleolytischen Abbau durch bakterielle DNa-
sen geschützt werden (ÜGRAM et al., 1988; ROMA NOWSKI et al. , 
199 1; PAGET et al. , 1992; PAGET und SJMONET, 1994). Weitere 
wichtige abiotische Faktoren, die insbesondere die Adsorption an 
mineralische Oberflächen beeinflussen, sind der pH-Wert sowie 
das Vorhandensein bivalenter Ionen. Die meisten Untersuchun-
gen zur Persistenz freier bakterieller DNA wurden jedoch in Mo-
dellmikrokosmen mit recht artifiziellen bodensimulierenden 
Systemen (z.B. Sand, Tonmineralien, sterilen Böden) durchge-
führt. Erst 1997 erschienen einige Arbeiten, die über Untersu-
chungen zum Verbleib freier DNA in nichtsterilen Böden berich-
teten (NIELSEN et al. , 1997; BLUM et al. , 1997). Ein wichtiger bio-
tischer Faktor, der die Yerbleibdauer freier DNA im Boden be-
einflusst, ist die mikrobielle Aktivität, deren Stimulierung z. B. 
durch Rehydratisierung des Bodens stets von erhöhten DNase-
Aktivitäten im Boden begleitet war (BLUM et al. , 1997). 
Eigene Untersuchungen (GEBHARD und SMALLA, 1999), die 
Freisetzungen gentechnisch veränderter Rhizomania-resistenter 
Zuckerrüben über mehrere Jahre begleiteten, haben gezeigt, dass 
das gentechnische Konstrukt über mehrere Monate in DNA, die 
aus Bodenproben nach einem Protokoll von SMALLA et al. 
( l 993a) direkt extrahiert wurde, nachgewiesen werden konnte . 
Die PCR bietet die Möglichkeit, die Pflanzen-DNA im Boden 
empfindlich und spezifisch aufzuspüren (GEBHARD und Srv!ALLA, 
1999). Aussagen darüber, ob es sich bei den nachgewiesenen 
DNA-Abschnitten um freie DNA oder in Pflanzenzellen bzw. in 
Bakterien lokalisierte DNA handelt, sind jedoch nicht möglich. 
Die Persistenz von freier Zuckerrüben-DNA im Boden konnte 
mit Mikrokosmos-Experimenten bestätigt werden. Die Analyse 
direkt aus dem Boden extrahierter DNA ergab, dass die gentech-
nisch veränderte DNA bis zu 6 Monate im Boden nachweisbar 
war. 
Auch von anderen Autoren wurde über eine Persistenz von 
GVP-DNA im Boden unter Mikrokosmos- und Feldbedingungen 
berichtet (WIDMER et al. , 1996, 1997). Eine deutliche Abnahme 
der Persistenz von Plasrnid-DNA wurde bei zunehmender Bo-
denfeuchtigke it und Temperatur beobachtet. Beide Faktoren 
dürften zu einer Erhöhung der mikrobiellen Aktivität und damit 
der DNase-Aktivität beitragen (WIDMER et al., 1996; BLUM et al., 
1997). Das Überdauern von Pflanzen-DNA im Boden ist sicher 
kein Charakteristikum von GVP, die gentechnische Veränderung 
erlaubt es jedoch, die DNA spezifisch und empfindlich nachzu-
weisen. 
Die verschiedenen Arbeiten zeigen, dass DNA gentechnisch 
veränderter Pflanzen durch Adsorption an Bodenpartikel oder 
geschützt in Pflanzenzellen längere Zeiten überdauern kann und 
somit für eine Transformation in kompetente Bakterien verfüg-
bar wäre. 
3.2 Transformation von baden- und pflanzenassoziierten 
Bakterien durch DNA gentechnisch veränderter Pflanzen 
Derzeit sind über 40 Bakterienarten terrestrischer und aquati-
scher Habitate bekannt, die in der Lage sind, DNA über den Pro-
zess der Transformation aufzunehmen (LORENZ und WACKER-
NAGEL, 1994; N!ELSEN et al. , 1998). Allerdings ist sehr wenig be-
kannt darüber, ob und wie häufig Bakterien im Boden den Zu-
stand der Kompetenz ausprägen und welcher Anteil von Boden-
bakterien in der Lage ist, heterologe DNA aufzunehmen. In 
Transformationsexperimenten wurden vor allem Acinetobacter 
sp.-, Pseudo111011as stutzeri- und B. subtilis-Stämme verwendet. 
In fast allen Untersuchungen zur Transformation von Bakterien 
im nichtsterilen Boden wurden bereits kompetente Bakterien in 
den Boden eingeführt (GALLORI et al. , 1994; N!ELSEN et al., 1997; 
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SIKORSKI et al., 1998). Es gibt bisher nur eine Publikation, in der 
die Ausprägung des Kompetenzzustandes bei Acinetobacter sp. 
(früher A. calcoaceticus) durch den Eintrag von Nährstoffen und 
damit die Stimulierung von Wachstum im Boden beschrieben 
wurde (N!ELSEN et al., 1997b). Die Ausprägung des Kompetenz-
zustandes bei Acinetobacter sp. ist zumeist an Wachstum gekop-
pelt. Natürliche Böden sind im allgemeinen arm an Nährstoffen, 
so dass nur in sogenannten „hot spots" ein exponentielles Wachs-
tum von autochthonen Bodenbakterien erwartet werden kann. So 
kann z. B. der Eintrag von Gülle, wie GöTz und SM ALLA ( 1997) 
zeigten, auch im Boden zu einem Wachstum inokulierter 
Stämme führen. Auch bei Ralstonia solanacearum (BERTOLLA et 
al., 1997) ist die Ausprägung der Kompetenz mit exponentiellem 
Wachstum gekoppelt. Die Bedingungen, die bei der invasiven 
Kolonisierung von Pflanzen durch Pathogene auftreten, dürften 
daher die Ausbildung des Kompetenzzustandes begünstigen 
(BERTOLLA et al., 1997, 1999). Gleichzeitig ist nicht degradierte 
intakte Pflanzen-DNA vorhanden. Eine stabile Integration der 
aufgenommenen DNA setzt jedoch das Vorhandensein homolo-
ger DNA-Sequenzen voraus. Damit lineare DNA effizient über 
eine homologe Rekombination integriert werden konnte, waren 
in Ralstonia so/anacearwn homologe Sequenzabschnitte von 
mindestens 50 bp notwendig (BERTOLLA et al., 1997). 
Verschiedene Autoren berichteten über e1folglose Versuche 
zur Transformation von Bakterien mit GVP-DNA (BECKER et al., 
1994; SCHLÜTER et al., 1995; BROER et al. , 1996). Das Nichtvor-
handensein homologer Sequenzen im Rezipienten, aber auch 
eine viel geringere Fähigkeit des Rezipienten, fremde DNA auf-
zunehmen, könnten Gründe sein, dass ein Gentransfer von Mar-
kergenen aus GVP auf Bakterien bislang nicht detektiert wurde. 
Der Frage, inwieweit die Verwendung bakterieller Sequenzen 
in GVP die Wahrscheinlichkeit eines erfolgreichen horizontalen 
Gentransfers von Pflanzen-DNA auf Bakterien erhöht, wurde 
daher unter Laborbedingungen nachgegangen. Die Untersu-
chungen zum horizontalen Gentransfer von gentechnisch verän-
derter Zuckerrüben-DNA wurden mit dem in Boden und Wasser 
vorkommenden BakteriumAcinetobacter sp. BD413 (NIELSEN et 
al., 1997; GEBHARD und SMALLA, 1998) durchgeführt. Wegen 
seiner Fähigkeit, auch nicht homologe DNA in hohen Raten 
durch Transformation aufzunehmen, und auf Grund seines ubi-
quitären Vorkommens schien Acinetobacter sp. BD413 als Mo-
dellorganismus besonders geeignet zu sein. Ziel der Untersu-
chungen war es zu klären, inwiefern ein natürlich kompetentes 
Bakterium GVP-DNAdurch Transformation aufnehmen und sta-
bil integrieren kann. Ein Transfer der Kanamycin-Resistenz 
durch Transformation von kompetenten Acinetobacter sp. mit 
DNA gentechnisch veränderter ZuckeITüben war zunächst er-
folglos (NIELSEN et al., 1997c). Um homologe Sequenzen in Aci-
netobacter sp. einzuführen und gleichzeitig eine empfindliche 
Selektion von Transformationsereignissen zu ermöglichen, 
wurde in die „cloning site" des IncQ-Plasmids pMMB600 ein 
mit der PCR aus Tn5 amplifiziertes Fragment, das den 11ptII-Pro-
motor, das Strukturgen und einen Teil des Bleomycin-Resistenz-
gens enthält, eingeführt (GEBHARD und SMALLA, 1998). Aus dem 
nptll-Gen waren jedoch vorher 305 bp herausgeschnitten wor-
den. Das so entstandene Plasmid pFG4 wurde in Acinetobacter 
sp. BD413 eingeführt und vermittelte eineAmpicillin-Resistenz, 
aber keine Km-Resistenz. In Filtertransformationen von Acine-
tobacter sp. BD413 pFG4 mit Pflanzen-DNA, aber auch mit Ho-
mogenaten von Blättern der Zuckeniiben konnten Km-resistente 
Transformanten erhalten werden. Die Transformationsfrequen-
zen waren jedoch im Vergleich zu Transformationen mit Plas-
mid-DN A, die das Konstrukt enthält, deutlich niedriger. Die mo-
lekulare Analyse der Transformanten zeigte, dass die Deletion 
des nptll-Gens wieder aufgefüllt war. In einigen Transformanten 
war jedoch auch der im Zuckerrübenkonstrukt „downstream" 
vom nptII-Gen befindliche 3, ocs-Terminator integriert. Dieser 
zunächst überraschende Befund konnte nach der Identifizierung 
einer zweiten homologen Region leicht erklärt werden. Die Ter-
minatorsequenz war bei der Entwicklung des Konstruktes in ei-
nen Teil des Bleomycin-Gens eingefügt worden, das auch auf 
dem pFG4 vorhanden war. 
Mit unseren Arbeiten konnte erstmalig die Transformation 
natürlich kompetenter Acinetobacter sp. mit GVP-DNA und so-
gar mit Zellhomogenaten gezeigt werden (GEBHARD und 
Srv!ALLA, 1998). Weder der Gehalt an nichtspezifischer DNA 
noch die höhere Methylierungsrate von Pflanzen-DNA im Ver-
gleich zu bakterieller DNA verhinderten eine Transformation 
von Acinetobacter sp. BD413 pFG4 durch die Pflanzen-DNA 
Im Vergleich mit gereinigter Pflanzen-DNA waren die Transfor-
mationsfrequenzen mit Pflanzenhomogenaten geringer. Für 
diese Reduktion der Transformationsfrequenzen könnte die ge-
ringere Konzentration verfügbarer DN A oder deren Assoziation 
mit Chromatidproteinen oder Zellmembranen verantwortlich 
sein. Durch das Vorhandensein bakterieller Gene und Regulati-
onssequenzen in GVP wird die Wahrscheinlichkeit einer stabilen 
Integration von durch kompetente Bakterien aufgenommener 
Pflanzen-DNAerhöht. Die Arbeiten von DE VRIES und WACKER-
NAGEL ( 1998) führten zu ähnlichen Ergebnissen. Die Autoren 
zeigten, dass eine interne 10-bp-Deletion des nptII-Strukturgens 
durch homologe Rekombination wieder repariert wurde, wenn 
ein Acinetobacter-sp.-BD4 13-Stamm, der das deletierte 11ptll-
Gen auf einem Plasmid trug, mit der DNA verschiedener Pflan-
zen mit nptII-Markergen transformiert wurde. Das Vorliegen ho-
mologer DNA-Abschnitte im Rezipienten ist eine wichtige Vor-
aussetzung für die Integration von Abschnitten der Pflanzen-
DNA über homologe Rekombination. Schlußfolgerungen zur In-
tegration von GVP-DNA über illegitime Rekombinationsereig-
nisse lassen diese Untersuchungen jedoch nicht zu. 
Die unter optimierten Laborbedingungen beobachtete Trans-
formation von Acinetobacter sp. BD413 mit DNA der Pflanzen 
ist aus wissenschaftlicher Sicht interessant, obwohl die Integra-
tion von Fremd-DNA über homologe Rekombination nicht über-
rascht. Auf Grund der verwendeten optimierten Transformati-
onsbedingungen und der niedrigen Transformationsfrequenzen 
wird jedoch die Wahrscheinlichkeit eines horizontalen Gentrans-
fers im Boden nach wie vor als gering bewertet. Unter Feldbe-
dingungen konnte ein solcher horizontaler Gentransfer bislang 
nicht nachgewiesen werden (GEBHARD und SMALLA, 1999). 
Für die meisten der derzeit als Marker in gentechnisch verän-
derten Pflanzen verwendeten Antibiotika-Resistenzgene wird 
auf Grund ihres häufigen Vorkommens in Bakterien verschiede-
ner Umwelthabitate das Risiko einer zusätzlichen Verbreitung 
von Antibiotika-Resistenzgenen durch die landwirtschaftliche 
Nutzung transgener Pflanzen als gering eingeschätzt. 
Zusammenfassung (Schlussbetrachtung) 
Trotz der bereits hohen Prävalenz von Antibiotika-Resistenzge-
nen in Bakterien, die ein Ergebnis der wenig restriktiven An-
wendung von Antibiotika zu therapeutischen und ergotropen 
Zwecken ist (LEVY, 1987, 1997; DAYIES, 1994, 1997; TSCHÄPE, 
1994; WITIE, 1997, 1998), ist eine Übertragung von Antibiotika-
Resistenzmarkern von GVP auf Bakterien nicht wünschenswert. 
Die gegenwärtig vorliegenden Daten lassen jedoch nicht erwar-
ten, dass die Prävalenz von Antibiotika-Resistenzgenen in Um-
weltbakterien durch den Anbau von GVP mit Antibiotika-Resis-
tenzmarkern erhöht wird. Der Schlüssel zur Kontrolle bakteriel-
ler Antibiotika-Resistenzen liegt in einem verantwortungsbe-
wussten Einsatz von Antibiotika, da unter Selektionsdruck auch 
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sehr seltene Transferereignisse selektiert werden können . Vor-
aussetzung für die Bewertung von Antibiotika-Resis tenzmarkern 
in GVP sind Kenntnisse über die Prävalenz des entsprechenden 
Resistenzgens und seine Lokalisation auf mobilen genetischen 
Elementen in natürlichen Bakteriengemeinschaften. Die Ent-
wicklung und Anwendung molekularer Analysemethoden, ins-
besondere von Verfahren, die unabhängig von der Kultivierbar-
keit der Bakterien Untersuchungen der Prävalenz und Evolution 
von Antibiotika-Resistenzgenen und Plasmiden erlauben, haben 
in den letzten Jahren neue Erkenntnisse über bakterielle Antibio-
tika-Resistenzgene, Plasmide und Faktoren, die Genaustausch-
prozesse beeinflussen, ermöglicht. Welche Bedeutung der Gen-
austausch über Transformationsprozesse unter Umwelthabitaten 
hat, ist derzeit nur wenig untersucht und schwer abschätzbar. 
Obwohl die Gefahr eines horizontalen Gentransfers von Anti-
biotika-Resistenzgenen aus gentechnisch veränderten Pflanzen 
als gering eingeschätzt wird, werden derzeit Strategien ent-
wickelt und getestet, Markergene nachträglich aus GVP zu ent-
fernen. Auch durch die Verwendung sog. „schlanker" Vektoren 
lässt sich die Integration für die Selektion nicht benötigter Anti-
biotika-Resistenzgene vermeiden. Die Entwicklung und Nut-
zung von GVP ohne Antibiotika-Resistenzgene wird allerdings 
noch einige Jahre dauern. 
Es ist den Autoren wichtig festzuhalten, dass nach gegenwär-
tigem Kenntnisstand die Gefahr, dass Antibiotika-Resis-
tenzmarker in gentechnisch veränderten Pflanzen zu einer zu-
sätzlichen Verbreitung dieser Gene in Bakterienpopulationen 
führen, sehr gering ist. Vielmehr muss das gravierende Problem 
der Verbreitung bakterieller Antibiotika-Resistenz durch drasti-
sche Reduktion des anthropogenen Antibiotika-Selek.1:ionsdrucks 
durch verantwortungsbewussten Umgang mit Antibiotika ein-
gedämmt werden. 
Anmerkung 
Die zum Thema bakterieller Antibiotika-Resistenzen und zum 
horizontalen Gentransfer in der Biologischen Bundesanstalt für 
Land- und Forstwirtschaft durchgeführten wissenschaftlichen 
Arbeiten wurden durch das BMBF-Projekt 0310642, die EU-
BIOTECH-Projekte BI02-CT92-0491, BI04-CT98-0053 und 
die Concerted Action MECBAD BI04-CT98-0099 gefördert. 
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MITTEILUNGEN 
Die Abteilung für Pflanzenschutzmittel und Anwen-
dungstechnik der BBA gibt bekannt: 
Information interessierter Dritter über die 
Ergebnisse der EU-Wirkstoffprüfung 
17. Mitteilung zur EU-Wirkstoffprüfung (Pflanzen-
schutzmittel)1l 
Mit der Verordnung (EG) Nr. 1972/1999 der Kommission vom 
15. September 1999 (ABLEG Nr. L244, S. 41) zur Änderung der 
Verordnung (EWG) Nr. 3600/92 werden die Verpflichtungen der 
Mitgliedstaaten zur Information interessierter Parteien erweitert. 
Der Artikel 7 Abs. 3 Unterabsatz 2 wird dahingehend geändert, 
dass neben der bereits bestehenden Verpflichtung, i. e. 
• Information über das Verzeichnis der für den Prüfbericht (Mo-
nographie) zugrunde gelegten Studien des/der Notifizierer mit 
Ausnahme der Teile, die anerkanntermaßen Geschäfts- und 
Betriebsgeheimnisse enthalten, 
nun auch vom berichterstattenden Mitgliedstaat folgende Infor-
mationen interessierten Parteien zur Verfügung zu halten oder 
auf Antrag zugänglich zu machen sind: 
•Die Liste der zur Erwägung der möglichen Aufnahme des 
Wirkstoffes in den Anhang I der Richtlinie 91/414/EWG des 
Rates erforderlicher Daten, die 
1. in dem Bericht (Monographie) des berichterstattenden Mit-
gliedstaates enthalten sind und 
2. nach der Anhörung von Sachverständigen, i. e. Abschluß des 
ECCO-Peer Review noch bestehen. 
In der angefügten Tabelle sind in Spalte 2 diejenigen Wirkstoffe 
markiert, für die bereits Monographien vorliegen. Die Spalte 4 
enthält die Kontaktadressen in den EU-Mitgliedstaaten, an die 
sich interessierte Dritte wenden können. 
Es wird ausdrücklich darauf aufmerksam gemacht, dass die 
o. g. Informationsverpflichtung nur für die von der Verordnung 
(EWG) Nr. 3600/92 erfassten „alten" Wirkstoffe gilt und nicht 
für neue Wirkstoffe, die sich vor dem 27. Juli 1993 noch nicht in 
zugelassenen Pflanzenschutzmitteln im Verkehr befanden. 
Für neue Wirkstoffe werden die EU-Mitgliedstaaten in den 
Richtlinien zur Aufnahme der Wirkstoffe in Anhang I - die Wirk-
stoffe sind in Spalte 3 der Liste mit „+" markiert - verpflichtet, 
den nach Abschluss aller Prüfungen erstellten Beurteilungsbe-
richt (Review Report) mit allen Anlagen (mit Ausnahme von ver-
traulichen Informationen im Sinne von Artikel 14 der Richtlinie 
91/414/EWG) allen Betroffenen zur Ve1fi.igung zu stellen oder 
auf besonderen Antrag zugänglich zu machen. 
Für alte Wirkstoffe ergibt sich diese Verpflichtung für die Mit-
gliedstaaten bereits aus Artikel 7 Abs. 6 Unterabsatz 2 der Ver-
ordnung (EWG) Nr. 3600/92. 
Die Mitgliedstaaten und die Europäische Kommission haben 
vereinbart, dass die Beurteilungsberichte (Review Reports), 
einschließlich der zum Teil recht umfangreichen Hintergrunddo-
kumente, vorzugsweise beim berichterstattenden Mitgliedstaat 
angefordert oder eingesehen werden sollen. Die Biologische 
Bundesanstalt stellt die Review Reports zu Azoxystrobin und 
Spiroxamin über den 
II 16. Mitteilung siehe LUNDEHN, J.-R. und KOHSIEK, H., 1999: 
Aufnahme von Kresoxim-methyl, Spiroxamin und Azimsulfuron in Anhang 
I der Richtlinie des Rates 91/414/EWG. Nachrichtenblatt. Deut. Ptlanzen-
schutzd., 52 ( 1 ), S. 17-20. 
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